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I. ABREVIATURAS 

ACA 	 Anticueipos anti-centrometo 
ADN 	 Acido desoxirribunucleico 
ABNc 	 Acido desoxirribonucleico complementario 
ANA 	 Anticuerpos antinucleares 
ARNm 	 Acido ribonueleico mensajero 
bFGF 	 Factor básico del crecimiento de ribroblastos 

[14C] 	 Carbono 14 
oc 	 Grados centígrados 
CMH 	 Complejo mayor de histocompatibilidad 
cpm 	 Cuentas por minuto 
csp 	 Cantidad suficiente para 
EDTA 	 Acido etilendiamino telracetico 
EGF 	 Factor de crecimiento epidermal 
EGP 	 Esclerosis Generalizada Progresiva (Fscierodermia) 

FCF 	 Factor de crecimiento de Libroblasto 
FCE 	 Factor de crecimiento epidérmico 
FEC 	 Factor estimulador de colonias 
x g 	 Tantas veces la gravedad 
GAG 	 Glueosaminoglicanos 
GM-CSF 	 Factor estimulador de colonias-granulocitos-

monocitos 
HLA 	 Antígeno leucocitario humano 
ICAM-1 	 Molécula de adhesión intercelular-1 
IFN-T 	 interferon-gamma 
IL-1 	 interleucina-1 
1L-2 	 interieucina-2 
11,-4 	 Interleucina-4 
IL-6 	 Interleucina-6 
IL-8 	 Interieucina-8 
IL-10 	 Interleucina-10 
IL-13 	 interleucina-13 
M 	 Moles 
MCAP 	 Factor activador de colonias-macrófagos 
NEC 	 Matriz extracelular 
min-max 	Mínimo-máximo 
Ny-1 	 Factor nuclear-1 
RNP 	 Ribonucleoproteína 
Pcte 	 Paciente 
PCR 	 Reacción en cadena de polimerasa 
PDC 	 Proteínas degradadas por colagenasa 
PDGF 	 Factor del crecimiento derivado de plaquetas 
PGE2 	 Prostaglandina E 2 
PHA 	 Fieohemaglutinina 
PNDC 	 Proteínas no degradadas por colagenasa 
SEF 	 Suero bovino fetal 
TCA 	 Acido tricloroacético 
TGP-S 	 Factor transformador del crecimiento-beta 
Th2 	 Linfocitos T ayudadores 
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Al3ST1theT 

SyGLeMic 	 LG d CuilliCeUk2 ULHGU(' dineone o| unknown 
etiology in mbi^í tibroblant fonetionn ale ofreced, fesull iny in 

fibrosis uf the skln and lnLernal oryans. The mechanisms uf 
perpeLuation or the local ~une dynteynlat iun and ot fibroblant 
aeLivation d£L,  xoi kuown. Thele in, however, evidenee thal eytokinen 
may play an upoitant role. heeaune of chi:, Lhe spontaneoun 
expression of cyLukine yenen 030 invenriyared in fibroblantn [roo 
patients with long standing nyntemie neleconin, and ir wan eorvelated 
with the production ot collagen. 

FibroblastG were obtalned from nkin hiopnien uf uine pallen/: 
diagnosed with systemic sclarosis (. 4 years disease duration), und 
ot ten control subjects. The e:t:prenniun of cylokine yenen won 
delected by polymaraGe chalo reactiontor inferleukin-1, (IL), 

	

IL-6, IL-8, 	I.-10, IL-13, 	 TGP -(!l, IFN-y. In addit ion, 
collagen synthesis was measured by ll4C1 proline uptake. 

All fibroblasts of systemic sclarosis patients expressed 

	

sponLaneouuly Lhe 	yenu (pA.05 compared with conUrols). Eight 
of the nine palienls expressed 11,-8 gene (ps:0.05 eompared wiLh 
controlo); tour ot Lhem expressed Lhe TGF-1) gene; two expressed 
weakly the TNF-alpha gene. One patient expressed the 1:1,-1g gene. The 
expression ot Lhe other cytokines was not detected. Collagen 
production was greater in tibroblasts trom patients with syslemic 
solerosis ot lonj evolution (p.0.028) compared with controlo. A 
correlation was tound between the expression of IL-6 and 11J-8 cenes 
and collagen production (r,.1). 

The constitutive expression ot ih-6, 11,-8 genes by tibroblasts 
may play an important role in the perpetuatjon of the local immune 
dysregulation, as well as in the permanent activation ()1 fibroblasts 
in lesiono of systemic scierosis. 



I 	. RE:SUMEN . 

Lel esclelosis generalizada es una enleumedad del tejido 

conjuntivo de etiologla desconocida en la que las tunciones del 

ihcoblaGto se encuentran alteuadas, tesultando kfll liblosis de la 

piel y de órganos illtÚE11013. Los mecanismos de perpetuacion de la 

inmunouegulacioll local alterada y de la activacion de los 

fibroblaslos en la lesión escleiotica no se conocen. Hay evidencia 

de que las eitocinas podrían Leneu un papel impoLtante. Debido a esto 

se investigó la expreGión espontánea de Los genes de cilocinas en 

tibroblastos de pacientes CO!! eGclerosis generalizada y se 

correlacionó con 1a producción de colágena. 

Lou fibroblastou Ge obtuvieron de biopsia:3 de piel de nueve 

pacientes con diagnóstico de eGelerosiG generalizada de larga 

evolución (>4 años) y diez sujetos controles. La expresión de los 

genes de citocinas fue detectada mediante la reacción en cadena de 

polimerasa para la interleueina (IL) II.-1.6, 11-2, 	1L-6, 

IL-10, IL-13, factor de necrosis tumoral-alta (TNP-o,), factoz 

transformador del crecimiento-beta (Tal-g) e interferón-gamma (UN -

-y). Además, se midió la síntesis de col'na mediante la 

incorporación de prolina [IC]. 

Todos los Eibroblastos de pacientes con esclerosis sistemica 

expresaron espontaneamente el gen ue la IL-6. Ocho de los nueve 

pacientes expresaron el gen de la IL-8. La expresión de los genes de 

la IL-6 y de la IL-8 fue significativamente mayor comparada con los 

controles (p.0.05, p4,05 respectivamente). Cuatro de los nueve 
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pacientes tuvieron expron dei gen del 1S:W-1,i 	exprül,idcon 

dehilinenLe el gen del 	 UH pdcii:1111 	el,(pLe136 cl gen de Id 1.L.1 

La expresión de los genes de 1,11; otras citocinas no fue ddtectddd. 

La producción de coldgena fue mayo.] en tiblublastm; de pacienteli COH 

esclerosIs sistemica de larga toluciOn (p -0.028) compdrado::, coH lou 

conLroles. Hubo cuccelacióo enLre la expresión de tus genes de la 11. 

6 y de la 11,8 con la producción de colagena (r„,.1.) 

La expresión con:31 i ruti va de los ,jeties de la 11, u, y de 1,1 11. 8 

por 	10:1 1 ibrobli.G1 ol; puede jugar un papel imporuante en hl 

perpetuación de la regulación inmune local alterada y tambien en la 

activación permanente del fibroblasto en la lesión de pacienies con 

esclerosis generalizada. 
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.111 . GENERALIDADES 

Hl Lihrubldo 

Eos tibroblastes 	derivdti del mesenquima embilonaiio. El 

Le'n:mino Libronlanto es usado para descibir a un gisupo de et:iulali; que 

incluyen a las del tejido conjuntivo, celulas que sinuelízan 

proteínas y componentes de la matriz 	extraeelular (MEC) 

(fibrocitos), céluLis contráctiles (miolibroblastos) y ucasionalment 

a las células tagocíLicas en los tejidos (hisliocitos); tienen 

morfología similar pero funciones diferentes (1). Durante la 

embriogénesis, los fibroblastos no sólo sintetizan la matriz 

extracelular, sino también determinan la estructura esquelética, la 

localización de las células musculares, las vías de las tibras 

nerviosas y la organización de la piel (2). Durante el crecimiento 

y maduración de los tel 	los fibroblastos continúan la síntesis 

y mantenimiento de los componentes de la MEC. Estos componentes son 

constantemente degradados y remodelados por varias enzimas 

degradantes que también son producidas por los fibroblastos. Otras 

funciones del fibroblasto son moduladas por señales de la MEC, 

factores de crecimiento y citocinas. 

Los fibrobL'iblos juegan un papel central en el proceso de 

inflamación y reparación. Además, estas células son capaces de 

producir tanto factores de crecimiento como citocinas (ver.  Tabla I). 

10 



TAnLA I 

Algunas citocinas y  factores que expresau o sintetizan los 

fibroblastos 

------- •- 

Citocina o factor. 	 Eutímulo 
	

Referencia 

114-1u,IL-18 
	

constiLutivamenle 

Interleucina-G 	 consLiLutivamenUe, 

virus,IL-1M,TNV-u 

PDGF,IFN-M 
	

4,5 

Interleucina-8 	 consLitutivamente, 

Interferón-M 

MCAF 	 11,-1 g 	 7 

Factor B 	 IL-1, ThIP-u 

C3 	 IL-1M,TNF-u 	 8 

Factor H 	 IL-113,T1W-u 	 8 

GM-CSF 	 IL-1S,TNF-u 	 9,10 

TGF-g 	 constitutivalnente 	 11,12 

TGF-u 	 constitutivamente 	 19  

1L-13 	 Mycoplasma spp. 	 13 

PDGF 	 IL-1 	 12 
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kegulacion de las 1:unciones del tibloblaslo: 

LAG Citt.W111,1:.; MeliCiUnadc-Ci en la tabla 1, pueden acunal en linaila 

réguladola autuclina. Tambien es IlilpOil¿ant indica, sin( estos 

factores y ellocinas pueden medula!: o regular una variediid de 

funciones de los libroblasteG 
	sus productos, incluyendo 

prolitelacien, (ALimiuLaxiG, Gintel;iG de proteinas do la ME(' 

(colágena, 	 fibroliectina), sintésis de 

otras moléculas como prostaglandinns, moléculas Cid:Je 11 del comp.Aejo 

mayor de histocompatibitidad (CMH), asimtsmu, participa en la 

degradación de la NEC mediante Le seciecion de enzimas proteoliticas 

como colagenasa y gelatinasa (14). 

Proliferación del fibroblasto: 

La regulación de la proliferación del fibtoblasto in vivo 

involucra la interacción compleja de numerosoG factores, que incluyen 

la tensión de oxígeno, temperatura, contacto célula-célula, célula-

matriz, factores de crecimiento y citocinas (15). Además, las 

hormonaG, como la inGulina, glueocorticoldes, la hormona de 

crecimiento y la somatostatina tienen efectos sobre la proliferación 

del fibroblasto, y a su vez en la síntesis de la NEC. Una vaciedad 

de productos de laG celulas inmunes tienen efectos sobre la 

proliferación del fibroblasto, de entre ellos el más estudiada ha 

sido la interieucina-1 (lb-1). 	Esta citocina puede' estimula/ la 

proliferación fibroblástica, tal efecto es mediado por diferentes 

vías de activación celular' (16). La estimulación de la prolitetación 

es debida en parte a la producción endogena del factor de crecimiento 



derivado de plaqueUan-AA 00.1F-AA) (11) Tatuo ia 11o1 dila c, /m/ 

estimulan la proliVeración do fliwoblalon. yen` baji, 

condiciones son capaces de supflmiLJa (P)). El electo estimul~iio 

de Tú-1 uobce Ld proliteración es máximo cuando se aliado ol PDGV 

exógeno. Bajo ciertas circunstancias, la 11,-1 actúa como un tactoi 

de progreGion y esLimula en Lorma sostelHda Li uuueuju del ADN, 

mientras que el 1:-WGF acuna como ou f.actor de compeuoncia (15) . 1;1 

PDGF incrementa la expresión del receptor de 1L-1. En contiaste, la 

IL-1 (y el LaeLor de necrosiG tumoral-alta (TNF-u)) supri~ la 

expresión. de los receptores del PDGV-E en los fibroblaslos (18), 

Otra molécula implicada en el metabolismo de fibroblaslos es el 

TNF-u, una citocina plelotrópica con. múltiples efectos sobre la 

biología del tejido conectivo. El TNF-u se une a dos receptores 

específicos (p55 y p75), pero solamente el receptor p55 está presente 

en los fibroblaslos. Así, el TNF-u estimula directamente su 

proliferación (19), y puede actuar en forma sinérgica con el factor 

de crecimiento epidérmico (FCE) y con otros factores de crecimiento 

para estimular el crecimiento de los fibroblastos. Este sinergismo 

se incrementa con el aumento de los receptores del PCE (también el 

?0R-a aumenta la expresión de los receptores del FCE). Como un efecto 

inmediato, el TNF-a disminuye la unión de FCE hacia su receptor en 

los fibroblastos mediante fosforilación mediada por cinasas e 

inhibición del receptor de VCE, efecto también observado con. la IL-1 

(19). Tanto la I¿-1 como el TNF-a pueden suprimir la proliferación 

de los fibroblastos. En el caso de la IL-1, esta supresión ocurre 

tanto en forma directa como indirecta; esta última mediante la 
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pi oLiiiccion de pLestaqlandina 	(PGE) endoqena. Ambas cilocinas 

esLimulan 	si.w.esis de 1.-CH. 1,11 imeraceLón entre estas dos 

ciLocinas sobre la puolilevaci.án del Lihrohlaslio tt.1 puf eau 

dinámica como compleja. A pesa'. de que. La 11,-1 y el TI\IP-u patecen 

Ger las cilocinal: principaleG que uequian el crecimienlo, 

cltocinas Lambiéu modulan la piolit~H.1511. Se ha observado qkw 

concentraciones alLas de la inteileuclna-4 (lh-4), del '{'HP y del PDGU 

son necesarias pava producir puolileración (15,20), mienuuas que el 

factIou eransLuvmadou del crecimiento-beta CIVW-B) y el i.nuedei:oir 

gamma (1UN-4), bojo ciertas eireunslanclas, también son necesarios 

para la proliferación de los fibroblostos (19,21). Sin embargo, el 

IFN-1 bloquea el electo mitogénico del PDGE, del EGE y del factor del 

crecimiento del fibroblasto (FU). EL TGE-B puede inhibir la 

proliferación del libroblasto, bloqueando la transición de la fase 

Go/S en el ciclo celular. 

Quimiotaxis de los fibroblastos: 

La quimioLaxis de los libroblastos es estimulada por una 

variedad de citocinas, que incluyen: el TGg-S, la IL-4, el iNF—y, el 

Mey y el ThlE (15). Los productos de los monocitos no solamente 

inducen quimiotaxis de los fibroblasLos, sino también esLimulan la 

producción de factores químiotacticos por el libroblasto. Por el 

contrario, el 7@y-a y la IL-1 estimulan al tibroblasto paya lo 

producción de un factor quimiotactíco para monocitos, además, los 

productos de los monocitos estimulan al fibroblasto para producir el 

factor quimiotácUico de neutrófilos (9,10). 

.14 



La matriz exlraceitilar: 

ha MHe es Ulla estructura altament.c compleja e impeft,nlie (Jet 

tejido conjuntivo. Hsta tormada por dite/entes componenut 	que 

incluyen valios tipos de coiagena, glicoprouelnas Vales como 

ibronect na , laminilla y en tacti 	/nidoge n 	g 1 ucos,:iimi. nogl. i. canos y 

proteogi i 	( 22 ) . Cada uno de .los componentes de ] u IvIEC se 

clasifica de acuerdo a sus propiedades lisieoquimicas y 1 L, 	by). 

Así, existen proteínas fibrosas de dos tipos funcionales: las 

estructurales, principalmente colagena y elastina; y las adhesivas 

como la fibronectina y la lauddlina. Ambos clases se encuentran en una 

variedad de tamaños y formas, que se derivan de la expresión de 

diferentes genes y constituyen familias de proteínas. En la piel, 

existe una gran variedad de moléculas de la matriz que son parte 

importante del espacio intercelular que se forma por medio de una red 

intrincada de macromoléculas, que incluyen varios tipos de colágenas. 

Las variaciones en su composición y la cantidad de esuas 

macromoléculas y la manera cómo están organizadas, dan lugar a una 

diversidad de formas, cada una adaptada a los requerimientos 

particulares de cada tejido. La piel normal está compuesta de las 

colágenas fibrilares (colágenas tipo I, TII y V); también la colágena 

tipo V está presente en la matriz vascular (23). Las proporciones de 

los diferentes tipos de colagenas extraídas de la dermis en piel 

adulta son del BO al 90 % de eolágena tipo 1, del 8 al 12 W de la 

tipo III y menos del 5 1 de la tipo V (24). La alta concentración de 

la colágena tipo 1 contribuye a la gran fuerza de tensión de la 

dermis y su resistencia a la deformación. La colágena tipo VI, 

15 



pl'eSeld...e 	Lana.) 1.(51 	(...t11 	.1 cl 	del IIVj 5 , 	(.!;;La 	 Zadd 	.!I1 	1 i 1 ,-.1111c111. 	r;•11101..., 

Cille se 21.111-.e.1:Ca 1 a11 C.011 	1. 111 i.l las de col aqi-.2na 	y su diG i_. l  buc ion 

Las va vidda 	ere que 1 en9:1 un papt 	oIL 1 a utIani 	ou de du ros 

de 	los Componiltt es 	de 	la 1v110: 	jumo 	culi 	1;:1 	hl:Diese i 	del 

ci oeSque.l.el..0 de Las 	 que 1,1 producen 	:.!)) . L.I1 1.0 	(.:.1),...et..a 

d las prot ilnas adheslvas, sólo mencionart.uos que 	icipan en la 

interacción de las células con La MEC y con otras celulasi la 

fibronectina promueve la interacción de los Librobjastos y otros 

tipos de células con la MEC del tejido conjuntivo, mienttas que la 

prOiliuu ve la 1.1117.611 de .tia: 	c(.!.11.1.1 	el) 	1. al. es a la i ánl n 

banal (26) . Las moleculas de GAG y proteogli_canos en el tejido 

conjuntivo, forman U111 sustancia fundamental hidratada, tipo gel, en 

la que se encuentran embebidas las proteínas fibrosas, de tal manera 

que este gel resiste las fuerzas compresivas en la MEC y las fibras 

de colágena principalmente proveen la fuerza Lensil (26) . 

Síntesis de la matriz: 

El papel de los productos inmunes en la regulación de la 

biosíntesis de la MEC en fibroblastos ha sido ampliamente estudiado, 

fundamentalmente en lo que se refiere a la regulación de la 

biosíntesis de la colágena. Los estudios iniciales han demostrado que 

las células inmunes liberan factores que pueden estimular o suprimir 

la síntesis de colágena (27,28). Muchos de estos factores han sido 

aislados, caracterizados y estudiados en forma purificada o como 

moléculas recombinantes. El TGE-g, las IL-1. alfa y beta y la lh-4 

estimulan al fibroblasto para sintetizar colágena (21,29), mientras 

16 



que el 11'N l y el TWV inhiben su GluteGls en 	 condtelones 

(19,30) 	ha IL-1 alta y beta, el 1'C1V-V. y el TNV estimulan (a 	is 

de GAG, principalmente del acido nialucónico L.1,11). Mientias que 

la IL-1 ces Limula muy pobremente la síntesis del ácido hialuionice, 

pero se incrementa cuando 113 agrega la ilel alta o beta d los 

cultivos de tibroblawros (21). Li I1. 1 dila o beta y el ThIV 

incrementa' la GinteGis de edlagettaGa (32,33), llll.elltr aG que el. TGV-K 

reduce la síntesis de colagenasa de los tibroblastos e inhibe a la 

IL-1 alta, IL-I beca y el. TWV para la estimulación de la sintesis de 

colagenasa (21). Algunos mecanismos posibles pode ían jugar un papel 

en la acumulación exagerada (le colágena tipo 1 o de otros componentes 

de la MEC en las lesiones tibrólicas observadas en algunos 

padecimientos: primero, el reclutamiento y la proliferación de 

fibrobiastos estarían implicados en el incremento de componentes de 

la MEC; segundo, una secreción disminuida de colagenasas y otras 

proteasas extracelulares o un incremento de la secreción de 

inhibidores de estas proteasas (que podrían tener un efecto similar) 

y, finalmente, la estimulación de la síntesis de colagena tipo 1 y 

otros componentes de la MEC podrían también producir el mismo 

fenotipo (34) . La inducción de la síntesis de colágena está regulada 

a nivel de ARNm, como se ha demostrado en estudios de hibridación 111 

situ (35, 36) , y niveles altos de ARNm colágena tipo I han sido 

detectados principalmente en células fibroblásticas que se co-

localizaban en los infiltrados perivasculares (37). 

Por otro lado, la colágena tipo VII es un componente principal. 

de las fibrillas de anclaje en la membrana basal del epitelio 



escamoso de la piel, mucosas y cotnea. Es sintel izada 	vitto 

priumilamunte yor queratinocitos, puro tambiva puede suclutatse por 

tibroblaslos dUrmicos y su sintesls puede verse incrementada 'Mí el 

TGV 11 y el '[G1.' 	( 	Rtulnid;ct y colaborado( es dumost ai 	andes 

cantidades de col agena tipo VII en la piel de pacient C1.; cox 

e S 	e fOcle 	(tanto un epidermis como en 1a dermis) y en zona:: 

ueLopicas, acompanandose de id presencia de epitopus del ]Gy-ú| y dul 

TU 	( .19) . 

Degradación de la matriz: 

Las proteinasas que degradan a la MEC son producidas por varias 

células, incluyendo al fibroblasfo y son de tres clases: (a) 

proteinasas de serina, (b) metaloproleinasas y (e) proreinasas de 

cisteína (catepsinas) (21). Como se mencionó, la TL-1 y el. TNE-u 

estimulan ciertas enzimas para degradar la matriz, tal es el caso de 

la colagenasa, estromelisina, gelatinasa y otras metaloproteinasas. 

El TGF-g por su parte inhibe la producción de colagenasa (40), 

mientras que estimula la producción de gelatinasa (15,40). 

La eolagena 

La col
-
ena muy abundante en el organismo; pertenece a una 

familia de proteínas que se dispone en estructuras supramoleculates 

de la MEC conjuntamente con glueoproteinas no colagenicas, 

proteoglicanos, lamininas, libronectinas, tromboespondinas, entactina 

y tenaseina (41). La estructura común de las 19 tipos de colágenas 

conocidas actualmente es la triple hélice (proeolagena), en la que 
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tres helices Levoliias (cadenas 311a) 1i/.m ali~lor (le Gi mIsma 

para POrIlklif una superhelice de..,';irOjita. Cada cadena al1a tiene 

aproximadamente 1000 aminoacidos, en la que cada uercer residuo el.aa 

ocupado por Gly. Cerca del 10 al 20,ó de cada uno de los otios 

residuos. X o Y, de la secuencia repei.itiva 	 son prolina 

e hidroxlprolina, respectivamente, los resid~ de hidroxiprolina Gon 

esenciales para tormo/ los puentes de hidrowlo iiidispenables para 

la estabilidad de la hélice. Las colagenas pueden clasificarse en 

diferentes grupos en base a la estructura de SUS genes y seqún los 

aminoácidos que lus constituyen (42). La colagena tipo 1 es un 

beterodimero de 2 cadenas ml(I) y una tercera con una secuencia de 

aminoácidos ligeramente diferente a la u2(1). La colágena tipo 1 es 

sintetizada principalmente por osteoblastos y fibroblastos 

inLervieLe en divesas funciones biológicas: en fibrosis patológica, 

migración celular, entre otras. La colágena tipo III se describió 

originalmente en tejidos que también contienen colagena tipo I; forma 

fibrillas bomotípicas (u1(111)], y puentes cruzados con la colágena 

tipo I. La colágena tipo III retiene dominio globular N-terminal en 

su estado procolágena. Existe en la piel, aorua y tendón. ta colagena 

tipo VI forma una subclase particular dentro de la familia de las 

colágenas; está presente en cartílago y otros tejidos como piel, 

tendón, entre otros. Posee tres cadenas polipéptidicas ul(VI), 

u2(VI), u3(VI) en un beterodímero. La función de la colágena tipo VI 

no está bien definida, pero posee varias propiedades interactivas que 

sugieren que puede servir como molécula conectora entre las células 

y su MEC. La colágena tipo VII se expresa casi exclusivamente en la 
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zona de la membrana basal de epitelios escamosos est -isn.ill.cados de 

piel, membranas xx`uouua y comed. HG el componente predomiihnne de 

las L?strucLuiras de adhesión que aseguran Id lnregridad de la membruna 

basal cutánea; es un homoLlimero luilV11)1, que conuiene una regtón 

larga de triple helice discunti.ua y un dumiTlIo no cotagunicó en el 

extremo amino de la cadena ml(VII) (43), 

Control y regulación de la síntesis de colagena: 

Se han llevado a cabo numerosos estudios con LibrobLastos 

cultivados de piel. La mayoría de estos estudios han demostrado un 

incremento de la colágena tipo I producida por los Libroblastos 

cultivados sin aiteracion de la relación cri(1)/(x2(1) (44). La 

síntesis de colagena tipo III también es mayor en fibrobiastos de 

EGP, al igual que la de las colágenas tipo VI y VII (39,45) , Esto 

indica una regulación coordinada pero anormal. en la expresión de los 

genes de tales 4 tipos de colágenas en esta enfermedad. 

Los elementos regulatorios se localizan en el promotor, en la 

región S' y en el primero y quinto intrón del gen de colágena tipo 

1 RAM] en humanos (44). La región S' y tos dos inlrones parecen 

modular los rearreglos de los elementos tanto positivos como 

negativos. Muchos factores transcripcionales interactüan con los 

elementos del promotor proximal, que Incluyeu factor nuclear-1 (Ny' 

l>' factor de unión a la caja ,CCAAT›, Spl y dos Lactores 

inhibitorios adicionales. En el sitio de unión para la. caja ‹CCAAT» 

se encuentran también dos sitios más para los otros dos factores que 

se unen al promotor de nil(I). Estos tres sitios de unióp son comunes 
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para los genes de u.(1.) (35). Asímismo, ius elementos reguldiocbis 

del gen de colagena d2(1) fambien se encuentran distribuidos en el 

inicio del sitio de Id transcripción; el. primer intion parece poseer 

tanto los segmentos inhibitorios como reg .1.(7.a: 0 dos , 	yero l^ 

delineación precisa de estas secuencias no se ha sido establecida. 

Algunos elementos ojo defín9 han sido identificados "vio arriba" del 

inicio de la transcripción; 4 secuencias cis actin9 diferentes pueden 

unir a los factores nucleares presentes en extractos de film:A:jai:tos. 

El mismo heterodímero puede unirse al morlf CCAAT en el promotor de 

la cadena u2(I) y unirse Lambido al promotor de la cadena u1(1); una 

mutación en la secuencia CCAAT disminuye fuertemente la 

transcripción. Ambos genes de la colagena contienen grupos de 

elementos regulatorios, en los cuales tres diferentes factores 

transcripcionales se unen: uno es activador transcripcional, mientras 

que los otros dos son inhibidores transcripcionales. Generalmente, 

estos factores participan en el control coordinado de estos dos 

genes, los que se coexpresan en casi todas las situaciones 

fisiológicas o patológicas (35). Recientemente se ha identificado un 

nuevo factor transcripcional: el c-Krox, en loa genes de coláTlna 

tipo I. que se expresa preferentemente en la piel; este factor se una 

específicamente a los elementos ricos en guanina (46). La regulación 

de la expresión del gene u3(VI) es diferente a los de u1(VI) y 

u2(VT). El gen de la colágena tipo VI no posee el elemento CCAAT, sin 

embargo, posee una secuencia de 100 pares de bases (pb) 

polipirimidínicas; y solamente un factor transcripciwl SP1 se une 

a esta región (47). Se sabe que algunas citocinas pueden influir en 
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la expresión de eslos genes, siendo la más estudiada el 1\.W-U: se ha 

demostrado que tj:Gte (*.actor aumenua la ;iillUt.±:;I::; de algunos cumpunenleL, 

de 	la NEC I ncluy,.,, litio col agenatipo 1 	( :15) ; este i 	emt quo es 

debido, en parte, a la estimulaelem de la transeripcion de los genes 

correspondientes. La interacción del TGV Q con su reeeptm: sobre la 

membrana del fibLoblasto dispara las vius de senalHación, lo que 

permite la activación de los factores nucleares, resultando en el 

incremento de la transcripción de la colagena u2(1). 'Cambien ser:' ha 

demostrado que el VCE-E estimula el promotor del gen de la colagena. 

Recientemente se ha demostrado que el TG-1; estimula selectivamente 

la síntesis de colágena tipo I y la producción total de colagena bajo 

ciertas condiciones de cultivo, lo que mimetiza la situación in vivo 

(48). Otra citocina que afecta la síntesis de colágena tipo I a nivel 

transcripcional es la IL-1, qu2 promueve al promotor CCAAT; mientras 

que el IFN-y disminuye la síntesis de colágena tipo I tanto para 

ul(i) como para u2(1), disminuyendo la actividad de la región CCAAT. 

Las citocinas: 

Las cltocinas son un grupo de polipeptidos de bajo peso 

molecular que modulan importantes funciones celulares. Estos factores 

solubles secretados por células del sistema inmune pueden modulac la 

fibrosis o promover dado vascular (49,50,51). La IL-1, la lb-2, la 

IL-4, la II.-6, el TNF-cy y el IFN-y son eitocinas que alteran varias 

actividades de los fibroblastos, tales como crecimiento (52), 

metabolismo (53), producción de los componentes de la NEC, producción 

de colagenasa o prostaglandinas y su actividad (52). Otros estudios 
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bun ;:itigei.ido la ititi.)rt- ¿inci a (le a 	,jiociu.m, (0111() la lI,-ú. l|. 8, 

el 1GP-1, en id parogenesis de los cambios fibrotios e inflamatorios 

(11,5'1 ). LOS tibroblastos tienen receptor para Id 1L 1 y esta 

citucina juega un papel importante un la proliteración y próduccion 

de la MEC (49). 	RcienLemenie, se demostró que la lb-10 modula La 

expresión de colágena tipo 1 en fibroblastos humanos (5!:,) y además, 

se demosttó La expvesion del ARNm de 1L-1i en biopsias de glanduia 

salival de pacienUes con síndrome de -.1.)Ogren primario (!.,i, 

sugiriendo SS pa:Jticipación en la regulación in :Jiuu de la 

hiperactividad de los linfocitos B en los infiltrados leucocitarios 

de la glándula salival de estos pacientes. (Por lo que posiblemente 

también actúe sobre los linfocitos 8, que se encuentran en algunos 

casos en los infiltrados celulares de pacientes coh.  EGP). Otras 

factores como el PDGF, 	IGP-1, MCP-1, FUE y el NGE están también 

implicados en la activación o proliferación del fibroblasto (51,57). 

La interleucina 1: 

La IL-1 es producida por osteoblastos, monocitos, macrótagos, 

queratinocitos, células de Kupffer, células de la glia, hepatocitos, 

células del epitelio Límico, glándula salival y fibroblastos (58). 

Es una cillocina que posee una amplia variedad de funciones 

biológicas, como la de estimular la proliferación de los fihrcblastos 

humanos, la producción de GAG y de colagenas tipo 1 y III en cultivo, 

así como también la síntesis de colágena total (59). La EL-1 induce 

la producción de colagenasa en fibroblastos y células sinoviales. Los 

fibroblastos normales estimulados por la 1L-1 también producen 
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Lalc_?:s cuino 1u lh-1, la 1L.u, la 	Th 8, el TNF u, ,1 

pr(.,1J1.aglalillinan 	. 	 t'o, Id U. 1 	 i!1; 

la molécula ICAN 1 y la adheGjon de lintocitos (u0), por lo que 

mediante estaG vías, la 11.-1 puede contribuir a los cambios tanto 

tibrólicos como vasculares. ba Ih-lk; a una concentracjou de I li9/w1 

es más potente que la lb-6 en la iliduccián de la produccion de 

colágena y GAG. Contrariamente, LaG Th-1 alfa y beta incrementan la 

síntesis de colagenasa por los libroblaGtos (2L). 

Interleucina 2: 

H.1 papel de la 1L-2 en la activación del linfocito T ha sido 

claramente documentada y su producción anormal puede ser responsable 

en parte de la patogenesis de enfermedades autoinmunes y síndromes 

inmunodeficientes (53,61). La ib-2 puede modular el metabolismo del 

tejido conjuntivo a través de efectos indirectos de otras citocinas 

producidas por células inmunes activadas por IL-2 (53). 

Interleucina 4: 

La 1L-il fue inicialmente caracterizada como un factor 

estimulador del linfocito R. Es una citocina pleiotrópica con 

múltiples funciones modulatorias sobre diferentes tipos de células, 

que incluyen linfocitos T, monocitos, macrófagos, fibroblastos, 

queratinocitos y células cebadas entre otras. Esta molécula es 

producida principalmente por linfocitos CD,P, Th0 y Th2,t, i mocitos 

fetales, células cebadas, basófilos y linfocitos T 	(62). Es 

capaz de estimular la síntesis de ADN por fibroblastos y también de 
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111C11.1(...e. la duludotaiiG (le Lis 	ibroblast os, innuo con 01 retS 	1.0C 

y actores de cze/ümimUo. 	II 	Uemanaa 

	

Jouix depend kin( 	i nduce 

la proliteración de Vihroblastos nomales (60). Tambin incrementa 

loG niveles de ARNm do tihroneeLina 

Interlenelna 6: 

La 1L-6 se purifico oriqinalmenve de los HoUreuadantes do 

cultivos de linlocitos T, libloblastos y celulas mononucleares de 

sangre periférica (4). Posee una amplia variedad de actividades que 

comparte con la 1L-1 y el TNU-u. La 11,6 a una concenLracIón de 1 

pg/mi estimula la Gintesis de culágena y GAG (64). Se conoce quo loo 

fibroblastos cultvados producen constilutivamente la Ib-6 y pueden 

ser inducibles por la Ib-1 y el TNW-u (11). Otras citocinas, como la 

1L-1, el TNF-u, el PDGW y el IUN-6, pueden inducir en el fibroblasto 

la sintetis de lb-6. El incremento de la 1L-6 puede ser importante 

en la fibrosis. 

Interleucina 8: 

La 11,-8 pertenece al grupo de citocinas que muestran homologia 

al péptido 111 y pertenece a la familia de las proteínas de membrana 

asociadas a lisosomas (51). Fue inicialmente purificada de celulas 

mononucleares y.  posteriormente caracLerlsada (65). Es producida por 

una variedad de células, Vales como, Libroblastos, células 

epiteliales y endoteliales. Es un potente quimiotáctico para 
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ami] oci t. or, y 	i 	oci t os 	(u.) 	(1e1:;C011UCt..' e 1. .1);ipH 	 I, 13 

C11 AdS entermedades del rejido conjuntivo. 

Intellencina 10: 

La 1L-10 es un polfireptido de f8.!l Kd, la cual Loe originalmente 

caracterizada como una cilocina producida por cionas de lirdocitos 

Th2 murinos (67). La intevacción de la 1L -10 con otras citocinas ha 

sido estudiada; por ejemplo, la 10-10 suprime la síntesis de lo IL-1 

alfa, de la IL-W, de la 1L-6, de la TL-8. dml TNF-rY y del USC-UN. 

Hay poca información sobre los efectos de IL-10 ea las células del 

tejido conjuntivo. La IL-10 recombinante aumenta la expresión de los 

genes de colagenasa y estromelisina y disminuye la expresión del gen 

de la colágena tipo I en fibroblastos de piel adulta normal. (55). La 

IL-10, al igual que otras citocinas como la IL-1, el Thffil-ix y el TGP- 

está probablemente implicada en la regulación tanto de la 

degradación como de la síntesis de colagena tipo 1. Igual que de la 

1L-8 se conoce muy poco sobre sus posibles efectos en las 

enfermedades del tejido conjuntivo, así como también sobre las 

acciones en las células del mismo tejido. 

Interleucina 13: 

La 11,-13 es una citocina secretada por linfocitos T activados, 

la cual es un potente modulador in vitro de varias funciones de los 

monocitos y linfocitos 13 (68). La 1L-13 podría participar en la 

regulación in situ de la hiperactividad de los linfocitos 13, dado que 

estos linfocitos se encuentran, en algunas ocasiones, en los 
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infiltrados celulares de Los pacientes con EGP. Tampoco, uc COHocu 

el pape1  elÜ Ja 	 I a (1_, 1.111.t.; (1(.1 `cjiJo (:()n juin 	vo. 

Factor de [W(~Li LIMM:d1 alta: 

EI TNU-a es generafinente referido como "citocina Intlaukilocia" 

junto con la 11,-1 y la 11,-6; id sobreproducciOn del TNY ha sido 

implicada en varias condiciones patológicas, que incluyen a fas 

enfermedades autoinmunes. El TNF-a, bajo ciertas condiciones, inhibe 

selectivamente la SiAlLeiti de colágena (69). Otros estudios aPoYds 

una acción inductora del TNF-cy sobre la síntesis de colágena (2a) . 

El Th1F-a estimula la síntesis de GAG, principalmente ácido 

hialuronico y también estimula de síntesis de colagenasa (31,33). Por 

otro lado, el TEF-a, en altas concentraciones, estimula el 

crecimiento de los tibroblastos (60,70). Estas funciones al parecer 

están reguladas o controladas por el receptor p55 del TNF-cy observado 

sobre la membrana del Libroblasto, además de tener acciones 

quimiotácticas (23). 

Factor transformador del crecimiento-beta: 

El TGF-15 es un peptido de 25 Kd que tiene efectos sobre el 

crecimiento y proliferación de las células. Definido originalmente 

por su capacidad de transformación fenotipica de oélulau no 

neoplásicas eo cultivo, posee muchas otras funciones tanto 

fisiológicas como patológicas. El TGF-g es producido por linfocitos, 

células endoteliales, plaquetas, macrótagos y fibroblastos (71). El 

TGF-11 tiene muchas actividades biológicas; con pocas excepciones, 
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todas las ceJulan Licnea .1:ceplcues de superficie para el TGE L. u. 

ha implicado como el principal taclur en la fibroqesesis Lanlo wwmal 

como patológica. La naturaleza de la respuesta depende de una 

variedad de condiciones, incluyendo el tipo de celula, condiciones 

de crecimienlo, el eslado de dilerenciaciOn de la celula y presencia 

o ausencia de otros Lact.ores de erecimienlo. Lou electos del TGV'L 

sobre la proliferación y dilerenciación pueden ser estimulatorios o 

inhibitorios, dependiendo de las condiciones mencionadas. Ademas, 

tiene efecto quimioLáctico tanto en células inflamatórias como en. 

tibroblastos. Es un potente mediador de la sintesis y depósiLo de 

la MEC, tanto de col'ena como de tibronectina y GAG por fibroblasuon 

(14,48,71,72), jugando un papel importante en la reparación y 

fibrosis (75). Este aumento de la síntesis de la NEC es e1 resultado 

de cuatro acciones diferentes de les TGP-betasi estimulan 

directamente la síntesis de la NEC, incrementan la síntesis de 

inhibidores de proLeasas, incrementan la síntesis de integrinas (una 

familia de receptores heterodimericos de membrana, que permiten el 

reconocimiento especificó de las moléculas de la NEC con membranas 

basales o con otras células) y reducen la síntesis de proteasas (11). 

También participan en la quimiotaxis de los fibroblastos (21). 

Interferón gamma: 

El 	 producido por varios tipos de células, posee una 

variedad de actividades como antiviral, antiprotozoario e 

inmunomoduladoras. El IFN-y puede inhibir selectivamente la síntesis 

de colágena y fibronectina en libroblastos humanos (52,73) e 
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i.lici.emt2nt,-.1 	l/. 	1.; do GAG 	( I I 	'[ami)/al 	ac( 	io'ou  

ti(jrgica con la rc.I 	para d ;nal nti 	la In ni c:ri 	|a col a(jena 

I '7-1) . 	 puede modular la bloG 	 va de col ag,:hl, 

sugiriendo que puede jugar un papel importante en la Legulaclon de 

la 	11.13.rogt:_..ne:,:i 	1.3.11(..0 1101.11Li 	como |/a| u} 	( 

(111.ta13, iohibe La qu.i mik..)t.ax i 1.3 de lou li 	 . 

Esclerosis Generalizada Progresiva (Eseleiodermia). 

La Esclerosis Generalizada Progresiva (Escierodermia) es una 

entermedad autoinmune, que se caracteriza por lesiones vasculares 

proliferativas, leGiones microvascularcs obillefativas y atrofia 

residual con fibroGiG de múltiples órganos 06) . 

La primera descripción detallada de esta enfermedad fue 

realizada en 1753 pot Curzio, Posteriormente, Grintrac en 1847 

introdujo el término esclerodermfa (siaeros, duro; derma, piel), con 

enlasis de que la piel os el órgano blanco más afectado (77); aunque 

en 1945 se llegó a un acuerdo general sobre la afección a múltiples 

órganos en esta enfermedad (78). Posteriormente, Klen~la incluyó 

en lo que denominó como "Enfermedades de la Colágena". En los últimos 

años el interés acerca de su patogénesis va en aumento, sin haberse 

dilucidado completamente (79). 

La patogenesis de la EGP se desconoce, sin embargo, se han 

implicado cuatro facfores, a saber: 1.~ La activación persistente de 

fibroblastos, que da como resultado la producción de cantidades 

excesivas de constituyentes de la MEC como colágena y otras proteínas 

que se acumulan en la dermis y en los órganos internos (52,79). 2.- 
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La existencia de disluiwion vascular y wierGvascular, 

por la proliferación de lo. intima y oblli-~iiOn capilar (80,81) , 3. 

La existencia de anormalidades untoinmunes, con procnic(iOn de 

autoanticuerpos, hipergammaglobulinemia e hiperactrvidad de 

linLocitos T (7.1,78); y 1.- Cambios pruJiÉrativos y acnivaciúli 

las células cebadas (82,83). Al parecer lodos estos componentes elnan 

directamente relacionados, y su interacción funcional determina lo 

extensión y la localización de la respuesta fibrotico (3/). 

Está bien establecido el papel principal que tiene el 

fibroblasto en la producción excesiva de la sinLesis de colagena. 

Algunos estudios han sugerido que los fibroblastos de pacientes con 

EGP producen mayor cantidad de GAG y libronectina (84) que los 

fibroblastos de sujetos normales (85,86). Otros autores no han 

encontrado diferencias (87,88), por lo que el papel de estos 

componentes, junto con la osteonectina está aún por dilucidarse. 

También se ha determinado una disminución en la secreción de 

colagenasa y  de otras proteasas extracelulares que podrían permitir 

un aumento de las proteínas de la NEC (35), así como el aumento de 

prolil 4-hidroxilasa, una enzima importante en el ensamble de 

procolágena estable (89). La acumulación de colágena en tejidos 

afectados por la EGP se origina principalmente de la sobreproducción 

de colágena por fib.::oblastos residentes en el estrwa. Por otro Lado, 

investigaciones realizadas en monocapa de cultivo de Libroblaseos 

obtenidos de pacientes con la EGP han demostrado aumento en la 

síntesis de colágena (45,90). Además, se ha observado un incremento 

en la producción de procolágena en fibroblastos de estos pacientes, 
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asociado con niveles elevados de sus correspondientes ARNm, lu que 

sugiere un control puetranscripcional alterado (23). Además la 

inducción de La ~tesis de coldgena tipo 1 esta regulada a nivel de 

ARNni, como se ha deustrado por estudios de hrbridacion 1n itu (37), 

También por este meLado, Peltonen y colaboradores (91J describieron 

La expresión ¿nimew:ada de coLágena tipo 1 en Libroblastos de dermis 

de pacientes con WIP, sobre Lodo en la capa papilar superior y CtIl la 

dermis profunda. De igual toma, se ha demostrado que los 

fibroblastos de piel de 5 pacientes con EGP (2 con morlea 

generalizada) contenían híbridos de ARNm con ADNe radiomaicadu en la 

cadena proallal(I). La distribución de los fibroblastos que 

hibridaron no fue homogénea. En las biopsias de pacientes con EGP, 

se observó expresión alta de colagena tipo I en fibroblastos 

dispersos difusamente por la dermis, aunque era más abundante en las 

capas subepidermicas y en la dermis profunda. Cu otros estudios se 

ha encontrado que la piel de pacientes con esclerodermia expresa 

genes de colágena que codifican para la colagena tipo I, III, VI y 

VII (39,92,93). 

Pellonen y colaboradores (92) demostraron numerosos fibroblastos con 

híbridos de ADNe y Je ARNm de (y2(VI), expresados en la dermis papilar 

y en la reticular; contrariamente, la piel normal de individuos sanos 

tenían poca expresión del AREm de u2(VI). La distribución de 

fibroblastos con hibridación positiva para colágena Lpo VI en la 

dermis de esos pacientes no fue homogénea, lo que sugiere que sólo 

algunas subpoblaciones de fibroblastos de la piel afectada muestran 

fenotipo activado. Por medio de experimms de transcripLasa reversa 



ClU) y reacción un cadena de polimevana (KW, con ,L áKN I (4 a I (le 

cultivos de tibroblanton de piel de 7 pacientes con EGI), ne 1-11('()111 Cc) 

aproximadamente 3.A veces máa ARNm de colagena tipo VII en ion 

pacientes que en \o13 con( (31 u.,1-; Hanol; ( .19) . I,a 	nmunof 1 otilact ic.i a 

indireeLd de la piel de individuon 	 al ~1' un anLicuerpe 

monocional anti-colaguna Vil. MUSULO üljed eolágena en la unibn de/m,-

epidérmica y en La membrana banal. Co piel, ne detecto por 

inmunor.luereGeencia en la membrana baGal y poi toda la diáuln 	6 

de 8 pacientes. EH dos casos hubo tinción inLenna en Id dermis 

reticular; en otros don pacienten ne observo en la epidermin y ün 

uno, en el tejido subcutáneo. 

La biosíntesis de la coláguna está regulada por algunas cirocinan y 

factores de crecimiento del libroblasto, que uienen un efecto 

mitogénico sobre éste y aumentan la exprunión del ARNm de la colágena 

y de otras proteínas de la NEC (23) . Todos esuos mecanismos podrían 

jugar un papel en la acumulación exagerada de los componenles de la 

MEC observada un lan lesiones fibráticas de estos pacientes. 

La regulación inmune alterada en la escierodermia incluye 

hiperactividad de linfocitos T, aumento de infiltrado celular, 

especialmente de mononueleares CO la dermis de lesiones tempranas, 

interacción del fibroblasto con la células mononucleares (94,95,96), 

y la presencia de autoantieuerpos como los anticuerpos antinucleares 

(ANA). Por ello se ha sugerido que la inmunidad celular y humoral 

juegan un papel importante un la palogénenis de la enfermedad. Cerca 

del 951 de los pacientes con esclerodermia tienen un autoantieuerpo 

identificable (76), pero ha sido muy difícil demostrar que algún 
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autoanticuelpo uc^ lespnisable di los .'ambios patolenicos observados 

en 	unta 	entellited,,d 	(H). 	Tmllhitl111 	antoant icuorpon 	anii-cOlulas 

endotuliales de isotipo igG se han observado un csta einetmedad 197i 

Muchos de JUG dUlOctilLiel.WWOU no activan la cascada del complemento 

y los niveles de . 01; componunten del complemento eu el 	cíO :011 

normales; los complejos itimtnte:i y el complemunto HU x, depositan 

alrededor de Los vasos (50). Además, La puldida de correlación du los 

títulos de anticuerpos con la duuación úe la enfermedad u actividad 

es compatible con La dUdeneid del papel patogenico de estos 

anticuerpos (50). Si Ion antoanticuerpos conttibuyeian a la patología 

en la eselerodermia seria promoviendo lo lagochosis, 	por 

citotoxicidad dependiente de anticuerpos, o por activación de células 

que expresan autoantígenos sobre su superficie/ posiblemente, los 

anticuerpos pueden entrar a los compartimentos intuacelnIares y 

mediar eventos intranucleares (50). Pou otro lado, existe una 

heterogeneidad restringida de los tipos de autoanticuerpos que se 

encuentran en cada paciente (31,32) . Cu el suero de estos pacientes 

se han identificado varios autoanticuerpos, que incluyen: anti-

lopoisomerasa I (Sc1-70) (ni autoanticuerpo dirigido contra la DNA-

ponmerasa), anti-centrómero (ACA), anti-RNA polimerasa I, anti-Ul-

RNP (anti-Ul-ribonucleoproteína), anti-U3-RNP (anti-fibrillavina) y 

otros menos frecuentes como: anti-trimetil-guanosina, anti-Ull, anti-

7-2 RNP y anti-Ru (76,98). E2tos autoanticuerpos se han 

correlacionado con la enfermedad, así como con la extensión de la 

lesión, la afección a órganos internos, algunas manifestaciones de 

la enfermedad y t~m con el pronóstico de la misma. Entre el 20 
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y el 75 % de los pacientes con PGP poseen anticuerpos Sc1-70 

quü ue relacionan COn 1lHd pV0q1:;i011 ctitanea rapida y escasez de 

telanglectasias y con ateccion gastrointestinal, pulmonal, 

neurológica Y cardiaca (99,100). hos anticuerpos anti centiomero se 

encuentran en pacientes culi el Sindreme de CREST (CaLeinosis, 

Penomeno de Raynaud, dismotilidan esotagica, telangiectasias y 

eisclerodactilia), su trucuuncia va del 71 al 80 	(33,101) y se 

relacionan con curso benigno, con baja incidencia de daño renal y 

pulmonar, así como tnmbitf!n una mayor 0ohrevi.da (102). |,ux anLicuerpo0 

anti-fibrilarina se encuentran presentes en pacientes con ateccion 

cutánea y telangiectasias diseminadas (1,03). También se han 

encontrado diferentes porcentajes de anticuerpos anti-centremero y 

anti-topoisomerasa en varios grupos étnicos; así, los ACA están 

presentes en blancos y no son observados en negros americanos, 

mientras que los . anti-topoisomerasa están aumentados en negros 

americanos y mexicanos (98). Se han reportado también anticuerpos 

contra eritrocitos (6%), granulocitos (18 1), plaquetas (24 al 75 %) 

(SO) y contra ciertas citocinas, como la 1L-6 (17 %) y la 11,-8 

(54,66,104), pero su papel patogénico no está del todo claro. 

Por otro lado, el fondo genético juega un papel importante, o 

por lo Menos puede ser un cofactor potencial por cuanto se na 

considerado susceptibilidad genética conferida por los determinantes 

del CMH; algunos grupos de investigadores han demostrado una 

asociación de las diferentes subpoblaciones de pacientes CO!) EGP con 

el CMH (105,106). Así, Luderschmidt y colaboradores encontraron 

correlación de 11LA-DR5 con todas las formas de EGP (107). 
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Recientemente, Ge ha inturmado asuclacion de IlbA-bR!) (bkhl'11.01) y 

HLA-DRw52 en pacienles mexicanos con H(1P (108). Tambien se ha 

reportado que la segunda región hipervailable del HLA-D01 puede se!. • 

un candidato pala el epitupe asociado COH la reGpuesta de 

autoantieuerpos, especificamenLe con. anticuerpos anti-cenUrómero 

(109). Pero se conocen pocos caGos de EGP familiar y no Ge (.in 

encontrado marcadores genelicos comunes en tales familias (lue). Por 

otro lado, se han propuesto factores ambientales, como los agentes 

químicos que estarían implicados es la patogósesis de la EGP (1101. 

La red de ciLocinas juega un papel potencial en loG procesos 

de fibrosis de los tejidos, esta posibilidad ha sido demostrada eu 

estudios in vitro donde se ha observado que varias citocinas son 

capaces de regular la expresion de loG genes de la colaena en 

cultivos de fibroblastos (66). En observaciones in vivo se ha 

demostrado que las citocinas participan en el desarrollo de fibrosis, 

dado que en el suero de estos pacientes se observan elevados niveles 

de algunas citocinas, incluyendo la IL-2, IL-4, IL-6 y la 1L-8 

(5,49,66,11J). Estos factores solubles secretados por las células del 

sistema ilumine pueden modular la fibrosis o promover el daño vascular 

en la EGP, o modular las propiedades de las células endoleliales, 

incluyendo proliferación, expresión de moleculas de adheGiOn, 

adhesión a linfocitos T o neutrófilos y la producción de ulraG 

citocinas (49,112,113). Los linfocitos de sangre periférica de. 

pacientes con. EGP producen cantidades aumentadas de 1b-2 cuando son 

incubados con colágena tipo I (14). Además, los niveles de lb -2 en 



GUeVO se han correlacionado con ,d uvadú de prógieuion de Id 

enfermedad (111). 

La 1L-6 se eSCIWStra eieVad,t en S,tSql'e peVilriCa de pa(JieSleS cun 

EGP comporados con loG controles (SO). Los monocito;J obt(21lidus de 

lavado bronquial de pacientes con EGP producen mau IL G qmu los 

conlroles, tonto los no estimulados curto los eslimulados cun 

lipopolisocarldo. A pesar le eGtoG hollogos, los Munueilu3 dc xuu,Jce  

periférica tuvierou una prOdUCCi0n 110.~1, Lautu Jou estimulados como 

los no estimulados (50). Ciertas citocinos como la 11,-1M, el '[Ny-u, 

el IFN-T, la 11,-2 influyen en el metabolismo lh vitro del Librillasto 

(53). Tanto la IL-1M como el TNE-olfa incremisnalt la producción de 

colágena en los tibroblastos (70), mientras que el 1FN-I disminuye 

la síntesis de colágeno de EibroblaGtoli de pacientes con EGP (71) . 

La 1L-4 y el TGF M aumentan la eKpresión del ARNm de fibronectino en 

flbroblastos de pacientes con EGP (63,114). Alcocer-Valela y 

colaboradores demostraron que la estimulacion con fitohemagiutinina 

(PHA) de los linfocitos de pacientes con EGP producían 1L-2 en 

cantidades iguales o superiores a los controles (115). También, el 

mismo grupo reportó lo producción espontánea de la 1L-1 por parte de 

monocitos de sangre periférica de pacientes con EGP no trotados 

(116,117). 

Por otro lado la presencia de la 1L-2 en sueros de pacientes con EGP 

apoya el papel de la activación de los linfocitos T en esta 

enfermedad; además de 1a asociación entre los niveles del suero y La 

progresión de la enfermedad indicando que la activación de los 

linfocitos T puede participar en la progresión de esta entermedad 
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(111,118). Posteviormente, Wniteside y colaboradores demostuaton que 

los sobrenadantes de celulas mononueleares tienen electos 

estimulatorios sobre la síntesis de GAG en fibroblastos dermleos es 

cultivo, este efecto podría estar mediado por La IL-1 (119). La 

acción de la IL-1 sobre tos libroblastos normales induce la 

producción de algunaG citocinas y factores de crecimiento como la II, 

1, la 11,-G, la 1L-3, el 1MF-u, el CSP, el PDGP y prostaglandinas (3). 

Mientras que los fibroblastos de pacientes con EGP producen 

espontáneamente niveles elevados del receptor de la IL-1 y proteínas 

inducibles do la IL-1, como son la 1L-45 y la PGE2, comparados con 

fibroblastos normales en condiciones libres de suero bovino fetal 

(SU?) (3). 

Por todos los antecedentes mencionados el papel del fibroblasto, 

tanto en la producción de citocinas como en su regulación local, no 

está del Lodo aclarado. Por lo que son necesarias nuevas 

investigaciones en este campo. La relación de la producción de 

colágena por los fibroblastos con algunas citocinas es conocida, pero 

es importante establecer si las cicocinas producidas por los 

tibroblastos estarían induciendo la síntesis de colágena en forma 

local. En nuestro trabajo nos propusimos estudiar la expresión de los 

genes de diferentes citocinas que inducirían al fibroblasto a la 

producción de colágena, así como de aquellas implicadas en la 

paeogeniá de la esclerosis generalizada. 
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:Ey . IIIPOTE:131S 

El perfil de ekpresiou de JC U (1 ciiocivaG de libroOldsLos (I 

pacientes con EGP de larga evolución (:, de 1 ahos de duracioh) es 

diferente al de los sujetos conlroles y Ge correlaciona con lo 

producción de colkjena. 
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V 	OB JET rvo S 

OBJETIVO PRINCIPAL: 

I.- DeLinit el pertil du lo umwe:liun es/en/anea de qune 

ciLocina0 producidos por LibrobJasLos do pacientes cm/ ECIP 

Lardío y correlacionarlo con la prodnecion de cotagena. 

OBJETIVOS SECUNDARIOS: 

1.- IdentiLicar la expresión de ciLocinas implicadas en la tase 

tardía de la entermdad y compararlas con las encontradas en el grupo 

control. 

2.- EsLudiar los niveles de sínresls de colágeno producidos por 10G 

libroblastos de pacientes con ECU? y compararlos con los observados 

en el grupo control. 

3.- EsLablecer id parLicipación de ciLocinas en la generación y 

perpetuación de lo maLriz extracelular (col
-
ena) caracteríFJLica de 

esta enfermedad, 



. bIATERIALES 	mlirropos 

PACIENTES: 

Se estudiaron nueve pdei(,Jia.c1.3 dlagnostieJdos de EGP quienes 

Lquian los criLerios de cldsilicación para esta enlermedad (120) 

Seis de estos pacientes lenian EGP y lrüs lenian sindrome de CREST. 

Además se esludiaton diez yujeCou emula:ales, personal 	110 del 

laboratorio (siete) o pacienues quirúrgicos (dos eirugla abdomln¿Il 

y una eirugia ~aria). Ningún paciente tenía síndrome de 

sobreposición u ofras enfermedades del tejido conjuntivo ni 

enfermedades de la piel. Ningún control padecía enfermedad 

autoinmune, del tejido conjuntivo o de la piel. Aunque los pacientes 

no fueron pareados con el grupo control, las características socio-

demográficas fueron similares. Uno de Los pacientes recibió 

antinflamatorios no esteroideos, tres recibieron D-penicilamina, uno 

recibió prednisona en dosis inferior a 7.5 mg, dos cisapride, dos 

colchicina, tres vasodilatadores periféricos, dos drogas bloqueadoras 

112 y un paciente no recibio ningún medicamento. 

Todos los pacientes recibieron información completa del propósito del 

estudio, y firmaron su consentimiento para su participación. 

CARACTERISTICAS CLINICAS: 

Los pacientes fueron evaluados para la presencia de daño o 

afectación pulmonar, gastrointestinal, renal, cardíaco o muscular, 

así como también para la pérdida digital. También se evaluaron 

anticuerpos antinucleares, anti-topoisomerasa 1, anti-centrómero, 
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lamblen lacuor uunmatuideo y ue ffildierou lou nivt.?11; dr 

in1111,11109tUbld 1.11(IS 	1,,;1 	 1111011,11. 	1 Se,' 	1..t Va 111,1(1,1 	WS 

PreSeliCici de 1ibcvuio b 1baucl. en una 	 a de 	[á:\ o vol' 

vesLuicciOn (1, la capacidad Unncional pulmonav determtnada pot' 

eGpirumet.ría o poL puueba1,1 tunc.ionale3. La hipertenlJiión pntmonal 

evaluada por ecoqratía bidimensional. V.1 daño qaGtroinvesuinal me 

determinado basado en Gintomas v halla2go:3 endoscopico compalibles 

con reflujo ésolagico u diarrea crónica CO!) malabsorcion 110 debido 

a otra patologia o, alternativamente con anucmalidadeG un la 

motilidad determinadas por radiogratía o hallazgos manometricos o pou 

saculaciones colonicas. La patología renal fue considerada cuando Lou 

pacientes presentaban hipertensión maligna o reducción en la 

depuración de la creatinina inferior a 80 ml/min o los valores de la 

creatinina sérica superior a 2 mg/d1. El daño cardíaco fue definido 

por pericarditis, arritmia o defectos en la conducción en ausencia 

de enfermedades coronarias conocidas. La miositis fue definida por 

mialgias o debilidad asociada con el incremento de los valores en 

suero de creatinin-cinasa o aldolasa y con los hallazgos compatibles 

en la biopsia de músculo o electromiografia. 

Los ANA y los ACA se determinaron por inmunofluorescencia indirecta. 

Los anti-Se1-70 se determinaron por ELISA. Las immunoglobulinas y el 

factor reumatoide se cuantificaron por nefelometría. 

BIOPSIA DE PIEL: 

Los Libroblastos dérmicos fueron obtenidos por biopsia mediante 

un sacabocados de 4 milímetros de diámetro tanto para los pacientes 
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como el crup./ contiol, pri,viu lavado de .1,1 reglon COM solncien salina 

estéril y alcohol, se alle:,.;Ltó 0011 Oji a 1 mi de xifocafna al 

En los pacientes LIG biopsias se obtuvieron co una zona do piel 

afectada. El material de la biopsia Lue cortado en fragmentos 

pequeños (12 a 15 fragmentos de una biopsia do 4 mm) y colocados eh 

cuatro o cinco fiascos de cultivo de 25 cur (Fa)con babware, USAI 

Posterior a una incubación de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente, 

que tiene la finalidad de evita/ que el medio de cultivo despegue loh 

fragmentos de tejido, se añadieron I ml de medio de CUltiVO (11lio 

esencial minímo-Dulbecco modificado (D-MEM), suplementado con 10% de 

suero bovino Letal (58P), L-giutamina al 2 u" kanamicina (0.1 

m8/m1), gentamicina (0.05 mg/m1) y anfotericina B (0.25 //g/ml)  y se 

colocó en una estufa a 37 °C en 5% de CO, 95% de aire, en 

condiciones de humedad. El medio de cultivo se cambió cada 7 días en 

las tres primeras semanas, para luego cambiar cada 3 a 4 días durante 

3 a 5 semanas. Después de este período, cada explante tenia en su 

alrededor los Cibroblastos. Cuando 'los flbroblasLos llegaron a 

contluencia se despegaron con tripsina-EDTA (0.5 pg/Ml•de tripsina 

1/250 y 0.2 tzg/mi de EDTA en solución salina amo(tiguada) (GIBCO DEL) 

durante 1 a 2 min a 37 °C. La tripsina Loe neutralizada con medio de 

cultivo D-MEN suplementado. Los tibroblastos se lavaron por una 

ocasión y fueron resuspendidos en 5 o G ml de D-MEM, siendo 

repartidos en dos o tres cajas de cultivo, dependiendo del número 

celular y nuevamente colocados en incubación. Este procedimiento de 

subcultivo fue realizado rutinariamente hasta el subcultivo 

Durante estos subcullivos se congeló una muestra, cuando el número 
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ce I.0 	pUl !ni H. 'lodos loo ezperiment os 111.1u1:(ill 

los subcultivos segundo al quinto. El inum1-0 de celitlas 	C:idd 

snbcultivo Loe de 6 a 10 millones, estas iueron congeladas en tubos 

de polipropileno u -  V(PC nasta su uso. 

DETECCION DEL ARNm DE CITOCINAS MEDIANTE TRANSCRIPTASA INVERSA-

REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (TR-RCP): 

ARN fue extraído de 6 a 10 millones de fibroblastos mediante 

RNAzol (Biotecx Laboratories, Houston, n, USA). El ARN fue tratado 

con 10 unidades de ADNasa 1 (GII3C0-13RL, USA) a 37 °C por 30 min; 

posteriormente se extrajo con fenal, cloroformo/alcohol isoamilico 

(21/1 volumen/volumen), finalmente precipitado con etanol. LA TR-PCR 

fue realizada usando 2 pg de ARE, El ARE fue primero tratado con 50 

U de transcriptasa inversa del virus de leucemia murina Moioney en 

presencia de 2.5 pM de oligo (d1'),„, y cada uno de los cuatro 

desoxinucleótidos trifosfatados. Se realizó un ciclo de 57 °C por 60 

min; y 72°C por 5 min. Para la amplificación del RCP de los productos 

del ADNc se añadieron 30 pM del iniciador sentido, 30 pM del 

iniciador anti.sein:ido y 2 U de Taq polímerasa (GIBCO-BRL) a la mezcla 

de reacción. Cada ciclo de amplificación fue de 94°C por 1 minuto; 

55 °C por 1 min y 72 °C por 1 min por 33 ciclos. Posterior a los JS 

ciclos los productos fueron corridos en elecfroforesis en agarosa al 

1 %. Los geles fueron fotografiados usando una película Polaroid tipo 

665. Se estimó la intensidad de las bandas mediante densitometria 

utilizando los negativos de las fotos; todos los valores fueron 

normalizados con el control positivo de la 2,-actina al que 
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(11. 1:-.) 11: 1. 	TI 	IIL 	Ut 	IT! (11_) 	.1_ va o i• de uno 	'rodad 1. ad inuu.,. dt. rad Útiu.d UIt 

i dad 	p¿uri-.-1 	u' 	i\ 	t1111 (.112l 	.i.:1 	 ind0 	1 013 	In 1 1-.;111C)1:i 	Ii1.L.)(11.1L 

coLLrol nagalivo 	incluyó en cada muddlra. Lod inidiadord pava 1. 

JI,- 1.1, 	11, - 2 , 	111, 	11, - 	, 	1.1, - 	, 	111, -  1 O , 	11, - .1 	 , 	11\1 

Ld1111).i.éll para la 	aCLina de encilenlcan (...rn I 	a 

•  

RNAm 

Seededeide de lon iniciadoroa 

lilici,4,1Jr 	,wiluido 	(5') 

______ 	______________..____________________________ 
para ia PeR. 

Anl.iu,nvid, 	(1') 	 T..(11,,An, 	,1,1 

pr ,.),Itict. , 	, 	1)1 

11,-11? 5 ,WATATGGAGCAACAAGTGG :S' 1,'ATGTACCAUTTGWGAACTG "!'  

IL.2 S'GTCACAAACAGTWACCTAC .1 'ATC:GTTGCTGTCTCATCAGC .3'  

1L-4 S'T(WCTCCAAGAACACAACTG 3 !,'AAO;TACTCT0.11(;k.ii:TTW  

16-6 5'TCAATGA( GAGA(1TGCCTG $' YGATGAGTTGTCATGTCCTGC 3' :,',u 

IL-8 S'TTWICAGCCTTCCTGATTTC 3' b'AACTTCTCCACAACCCTCTG 3 247 

.1. 1., 	10 S'ATCAAGGCCCATGTGAACTC 3' !YAGAGCGCCAGATCCGATTTT 3' 295 

11,-13 S'GAGTUITUTTGTCACOITTG 3' !.i'TACTCGTTGGCTGAGAGCTG 3' 7!.3 

TNF-a S'ACAAGCCD:TAGCCCATGTT 3' WAAAGTAGACCTGCCCAGACT 3' 177 

'ro!,  - R, WTTTCGCCTTAGCGCCCACTo 3' 5'TCCAWCGA(.;GTCCTTGCGG 3' 7 ..17 

INV-1,  S'GCAGAWCAAATTGTeTecT 3' S'ATdeTeTTeGACCTedAAW 1 290 

M-acuin s'(IGGTCACd\AGCATTCCTADJ 3' YGGTTCTAAACATGATCTGGII 2,' :',/ 

-----,- 
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MICROENSAYO PARA LA CUANTIFICACION DE LA SINTESIS DE COLAGENA 

(Incorporación de L[U-14C1-prolina): 

La cuantilicación de la ine~oLadión de prolina• se Lealizo 

mediante la técnica de Dieyelmann (121), con lilevas mod11icaclones. 

Bievemente, los fibroblastos se sembraion un placas de 21 pozos 

cm//pozo) con 5 x 10' células/cm' en 0,5 ml de D)MEM con. 101 de SHE 

por 48 horas a 37 'C., 5% de CO, y 95% de aire, en condiciones de 

humedad. Posteriormente se eliminó el medio y se agregaron 500 RI de 

D-MEM con 21 de SBE y ácido ascerbieu (50 pg/m1), se incubó por 3 

horas, en las condiciones antes anotadas. Para la incorporación de 

prolina [U-"C] (250 pCi/5 ml), Amersham. UK) se agregaron 50 lig/mi 

de ácido ascórbico y  1 pei de prolina V'CI por pozo y se incubaron 

por 18 horas. Las células se sonicaron por 20 segundos al 	de 

potencia de un sonicador (Sonic dismembrator, modelo SO, Fisher 

Scientific, USA). Del extracto de fibroblastos obtenido se 

alicuotaron 100 pl para la cuantificación del ADN. El resto se 

precipitó con ácido tricioroacélico (TCA) y L-prolina a una 

concentración final de 10% y 1mM, Lespectivamente. Se lavó por tres 

ocasiones con TCA 51, L-prolina 1 mM. Posteriormente se precipitó con 

etanol:éter (1:1). El botón se resuspendió con amortiguador de HEPES 

0.2 M, Cae', 0.5 mM, N-etilmaleimida (NEM) 2.5 mM, PH 7.2, 

s  añadieron 10 pl de colayenasa tipo VII de Clostrldium histolyticu: 

(0.98 U/pi) (SIGMA, USA) y se incubó por 90 min a 35 °C. Después de 

la incubación se precipitó con TCA a una concentración final del 10% 

y L-prolina 1 mM y se centrifugó a 13,600 x y por 10 mi:n: Se tomaron 

SO pl del sobrenadante y se colocaron en un vial para determinación 

45 



de radioactividad. El Lesto del sobteuadaute so elimino y el es/acu` 

celular Ge resuspendiO en 500 	de TCA 'I% y L ptolina 1m11. Se 

a centrifugar a 13,000 g por 10 minutos. Se uomalon 	/1L del 

sobrenadante mezclándolo CO!! Los anieriores, ulAu covcopande 

proteínas degradadas por COLd1.:11,1Sa (PDC) Las cuentas pot' minuto du 

radioactividad fueron medidas en un contador de cenLelleo modelo LS 

1801 (Beckam, USA). El exlracto celulat se resuspendió en 500 pl de 

un amortiguador de Tris 0.1 N. dodecil sullato de sodio 0.58, 

ditiotreitol 5 mM, pli 7.4; se tomaron 100 pl. Se mezclaron con el 

líquido de centelleo (liquido do 	Nattaleno 60 g, PPO 4g, 

Metano". 100 ml, ciiienglicol 20 mi, dioxauo esp 1000 m1), se 

determinaron las cuentas por minuto. El resultado corresponde d las 

proteínas no degradadas por colagenasa (PNDC). Las cuentas por minuto 

para PDC y PNDC fueron corregidas a los volúmenes totales y se 

calcularon por medio de la ecuación de Diegelmann-Peterkofsky (1'22) 

para conocer la cantidad relativa de colágena y ésta se normalizó con 

la cantidad de ADN de los fibroblastos. 

Ecuación de Diegelmann-PeLerkofsky: 

PDC 

PORCENTAJE RELATIVO DE COLAGENA: 	 x.  100 
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CUAnTIFICACION DEL ADN: 

Del extracto de fibtoblastos se obtuvieron 100 pl paca la 

cuantificación del AUN, como describe Labarca (12^3). A estos 1-00 

se les agregaron 3.9 mi de amortiguador de muestra (No," 0.0') M, 

NaCI 2.0 M, 0.4 lig del reactivo de Hoechst 3328(3, pH 7.4). Además, 

se preparó un blanco de reactivo y COULI:d este se leyó en 

fluoremetro (Perkin 	1.1;.W a 3b0 nm de excitación y a 4n0 11111 de 

emisión. Se realizó una curva de calibtacion con estándares de ADN 

para determinar la cantidad de ADN existente en cada muestra. 

ANALISIS ESTADISTICO: 

Se realizó estadística descriptiva calculando promedio, 

desviaci.cln estándar o mediana e intervalos minimo-máximo. Para la 

comparación inlergrupal se ulilizo la prueba U de Mann-Whithney. Para 

estudiar la asociación de variables se utilizó la prueba de 

correlación de Spearman. Se consideró significativo un valor de 

p,.J).05 (2 colas). 
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VI 1. REsuLTAnoG 

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES: 

Las caracleristicas demogralicus de los pacientes y Col 	iles 

fueron similares (tabli .1). Todos loG pacientes luelon meln 	con 

edad promedio de: 1 ,1.10:.13 anos, (mis Md;.; 17 Y/ anos) , lelaHon V/M: 

8/1. Los controles tambien fuelon mestios, con edad U.libL, !Ha 11 

27±7.31, 16-45 anos, sexo F/M: 9/1 1.',n iodos loG pacient 	libias 

transcurrido más de 4 anos desde la aparición del síntoma inicial o 

de haberse detectado fenómeno de kaynaud. La duracion de la 

enfermedad fue de (X±DE) 15.919.78 años, con limites de 4 a 26 dflOG. 

CARACTERISTICAS CLINICAS DF LOS PACIENTES: 

De acuerdo a .La valoración clínica y de gabinete, Ge evaluó 1a 

afección. de órganos internos. Todos los pacientes tuvieron por lo 

menos un órgano afectado (cinco tuvieron daño esofágico, cuatro 

gastrointestinal, tres pulmonar y uno de cada uno como daño muscular, 

renal o pérdida digital por oclusión vascular). Ocho pacientes 

tuvieron al menos un autoanticuerpo presente. Un sólo paciente (JtlS) 

presentó las tres clases de autoanticuerpos investigados (ANA, ACA, 

anti-Sc1-70). Las características clínicas y de laboratorio de los 

enfermos estudiados se presentan en la tabla 4. 
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TABLA A. likTUS DEMGCAAVICUS DM, GRUPO ESTUDIAD() 

CODIGO 	EDAD/SEXO DURAcION 	DIAUNOSTICo euDIGO 	EDAD/NEXO D1Aq110:3, 

PCTE. 	 (a) 	 CONME, 

JUR 5 5 /1  26 CREST UN 26/1,  NORM 

PRM 17 /1  4 CREST MDE 16/1 NORM 

ANM 37/1' 25 CREST MEZ 25/1 NORM 

VIR 4 5 /1  “ EGP MEI 23/1 NORM 

MDSR 39/1 25.8 EGP AMM 27/10  NORM 

EME 52/1 12.2 EGP etiv 29/1? NORM 

JRNL 38/M 22.2 EGP T 45/M CIR 1? 

SOPG 50/F 12 EGP 1RP 29/1 NORM 

JMS 56/F 0 EGP GVER 25/1 CIR M 

MGE 25/F CIR A 

XIOS 44.5113 15.9+8.78 2717.3 

LIMITE (17-57) (4-26) (16-45) 

SEXO 90% F 88.8% 	1! 

1:r:ft:monino, Mzinauculino, a=iuion, EGP=euolaronin piut¿mica, NORM.normal, CIR 

Pzpancraatitia, CIR M= cirugía do mama, CIR A.cirugía abdominal, 

X±DS.Promadio¡donviaoión autandar. 
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TABLA 4. DATOS CLINICOS Y DE LAbORATORIO DE PACIENTES 

CODIGO 	 ORGANO IN- 	 VALORES DE LABORATORIO 

PCTE. 	 VOLUM() 
	

UG 	 ANA ACA 3CL-70 hit 

JMU 	 ESOVAGO 

PRM 	 P, PD 

hNM 	 GI 

VIR 	 E3OVAGO 

MDSR 

 

01, 

EMS 	 GI, ESOPAGO 

JRNL 	 ESOPAGO 

SEPG 	 GI, P, R 

JMS 	 ESOFAGO, M 

Si 

No 

No 

No 
	 + 

Si 	 + 	 + 	 + 

No 	 * 	 + 

Si 	 + 	+ 	 + 

No 	 + 	 + 

No 	 + 	+ 	 + 

HG=hipargammaglobuliuomia, hNh.auticuerpoo antinucloarco, ACA. autivarpou 

anticentrómoro, no1-70=anti-topoinomoraaa I, FR.faetor roumatoida, Pzpulmonar, 

PD=pérdida digital, GI=guutroiuteatival, R.roual, Mumuoeular 
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EXPRESION ESPONTANEA DE GENES DE CITOCINAS: 

La expresion espontanea de loG genes de la ti., • 	• 	•1, 

IL•6, IL-8, 	 ?NE-u, TGIY-K y del [FE-l yo/ los 

LlbreAffiistos fueron evaluados por la lecnica de TE -RVP. Elite anallHis 

rue featiado en lou nueve paCienLen y los LO suj(A.os 

controleG. 

La expresión del gen de P,-actina fue observada en todas las 

muestras analizadas. El perfil de expresión de 101:3 genes de citocinas 

de dos pacientes representativos se muestran en las figuras 1 y 2, 

tanto los productos del PCR eu gel al 1% de agarosa, como la 

densitometría del negativo de la foto. De igual forma, en la figura 

3 se representa el perfil de la expresión de los genes de las 

citocinas y la densitometría del negativo de la foto que correponde 

a un sujeto control. Los nueve pacientes expresaron el gen de la 11,-

8, mientras que 8 pacientes expresaron el de la IL-6. La expresión 

de los genes de estas dos ciLocinas (la IL-6 y la 1L-8) en pacientes 

con EGP fue significativamente mayor (p.0.05, p<0.05 respectivamente) 

comparados con los sujetos controles. En contraste, el perfil de 

expresión de las cltocinas de los sujetos controles tendió a ser 

bajo. Dos pacientes expresaron el gen del Th1P-u, aunque su expresión 

fue baja (c-.111 la figura 2 se muestra el perfil de citocinas de J1111). 

Cuatro pacientes expresaron el gen del TGE-2„ pero el grado de 

expresión de este gen fue similar en los sujetos controles (que 

también se detectó en cuatro de ellos). En la figura 4 muestra el 

perfil de expresión de los dos grupos estudiados. La expresión de los 
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otros genes do citocinas estudiados 110 pudo detectate con los 

metodos empleados. 

SINTESIS DE COLAGEWA POR 1,011 FIBROBLASTOG: 

Se determinó el porcentaje relativo de produccion de colagena 

mediante la incorporación de L-prolina l"Cl en tue:.; pacientes y en 

cuatro sujetos controles. Todos los experimentos ye reallutvon por 

triplicado. LoG ValUreli Jul porcentaje relativo de produccián de 

colágena en los pacientes con esclerodermia estuvieron entre 1.79 a 

7.2 (Md 5.98); mientras que los controles estuvieron entre 2.89 a 4.5 

(Md 4.31). Los datos de los porcentajes relativos de la producción 

de colágena en pacientes y controles se representan en la figura 5. 

Los pacientes con EGP tuvieron significativamente mayor porcentaje 

relativo de producción de colágena por los fibroblastos al 

compararlos con los sujetos controles (p,A.028), como muestra la 

figura 6. Todos los tibroblastos de pacientes con EGP tuvieron una 

producción aumentada de la colágena en comparación a los controles. 

El promedio de producción de colágena por los fibroblastos de 

pacientes fue un 67.6 % mayor que el promedio de los controles. 

CORRELACION DE LA EXPRESION DE GENES DE CITOCINAS CON LA PRODUCCION 

DE COLAGENA: 

A fin de precisar si la síntesis de los fibroblastos de 

pacientes con escierodermia responde a un patrón de activación 
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celular determinado se correlaciono 1 e expresion de los genes de las 

citoeinas con el porcentaje relativo de producción de colagena. 

encontró correlación significativa de la expresión de los genes de 

la 1E-6 y de la 11e8 con el porcentaje relativo de producción cik 

colágena (r,,1 para ambas citocinas). Para las demás expresiones de 

los genes de cltocinas no se encontró correlación. En las Tablas 5 

y 	se muestran los valores en unidades arbitrarias de la expresión 

de las citocinas y el porcentaje relativo di la producción de 

colágena de pacientes con EGP y de los sujetos controles, 

respectivamente. 

CUANTIFICACION DEL ADN EN FIBROBLASTOS: 

Se determinó la cantidad de ADN total de los fibroblastos, 

después de 18 horas de cultivo. La comparación entre ambos grupos se 

realizó entre subcultivos con número similar de pases (tercero al 

quinto). La cuantificación del ADN total de los pacientes fue (Md, 

min-max) 4.7, 4.25-5.25 pg/total; mientras que los controles fue (Md 

min-max) 4.55,4.31-4.55 ¡.g/total (p,,..0.314, figura 7). Este ensayo 

permite demostrar que, ha vista de que la proliferación de 

fibroblastos fue similar en ambos grupos, la comparación en los 

porcentajes relativos de la producción de colúgena eG vaLida y 

responde a cantides disimiles de células obtenidas de los cultivos. 
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9 10 11 12 13 14 

A 

IL-6 	IL-8 TGF-f3 13-actina 

Figura 1. Expresión del perfil de eitocina:, 	flbrublastus de un paoiente oon EGP 

(JRUL). La TR-RCP Lti utilizada para affiplif.icar el ARUm que codirica a las 

citocinas de los fibroblastos. A,- Perfil de u:Tra 611 do eitocinas. Carriles del 

1 al 8: oX-114 ADN digerido pur Ilau III, 11.-11.5, IL-2, 11,4, IL-6, IL-13, 1E-10, 1L 

13, respectivamente. Carriles 9 al 14: INV-(A, TGF-15, 	 b-actina, control 

negativo, respectivamente. 15.- La densiturnetría del negativo de la Loto del gel. 

5 3 
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[II 	1 2 3 4 	6 7 ti 1)1) 

A 

Ii 

263 427 
237 

I 
IL-113 	1L6 IL-8 TI\IF-a3 FGF-f3 f3-actina 

Figura 2, ExprosiOn del perfil de citocinas por fibroblastos de un paciente con 

CREST (~), La 1'R-RCP fue utilizada para amplificar el ARUm que codifica a las 

citocinas de los tibroblastes. A. Perfil de expresión de citocinas. Carriles 1 al 

8: oX-174 ADN digerido con Nao III, EL-In, control negativo, 1L-6, IL-8, 

TGF-B, a-actina. B.- La densitometría del negativo de la tolo del gel. 
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IL-6 	B-actina 

Figura 3. Expresión del. perfil de eitocinas por fibroblastos de un sujeto control. 

(IkP). La TR-RCP fue utilizada para ampliticar el ARDm que codifica O lau citocinas 

por los fihroblauton. A.- Perfil de exprcuic.in de lau citocinas. Carriles 1 al U: 

oX-174 ADN digerido por !Die III, IL-113, 1L-2,IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 11-13, 

respectivamente. Carrileu 9 al 14: TNF-u, 1W-D, 1F11-y, B-uctina, control negativo, 

respectivamente. 13.- La denultometria del negativo de la foto del. gel., 
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Figura 4. Semicuantificación de la expresión du genes de citocinas en fibroblastos 

de pacientes con EGP (o) y sujetos controles (0). Ea exprusión del ARNm de la 

citocinas fue semicuantificada por amplificación del RCP del ADNc derivado del 

ARNm. Todos los valores fueron cuantificados en relación al control 0-actina 

incluida en cada determinación del RCP. Un total de 9 pacientes con EGP y 10 

sujetos controles fueron analizados. No aparecen las muestras negativas. 
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TABLA 5. EXPRESION ESPONTANEA DE GENES DE CITOCINAS Y SINTESIS DE COLAGENA 

POR FIBROBLASTO3 DE PACIENTES CON ESCLEROSIS SISTEMICA 

PACIENTE 	IL-IE 	IL-60 	IL-415 	TNF-0( 	TOP-E 	%CU; 

¿MB 0.85 0.7 0.07 0.16 0.44 ND 

PRM 0 2.4 1.3 0.24 0 	, 5.98 

ANM 0 0.51 2.51 0 0 ND 

VIR 0 0.43 0.93 0 0 ND 

MDSR 0 7.06 2.88 0 4.36 7.2 

EMS 0 0.53 1.21 0 0 ND 

,3111iL 0 1.03 1.14 0 0.22 4.67 

SEP9 0 1.79 0 o 0 ND 

JMS 0 0.28 0.15 0 0.10 UD 

0 p=0.05, 5 	 comparadou con el grupo control, 96CLG=porcentaje de tultituaiu do 

colágana, ND=no determinado, 
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TABLA 5. EXPRESION ESPONTANEA DE GENEd DE CITOCIDAS Y SINTESIS DE COLAGENA 

POR FIDRODLASTOS DE SUJETOS CONTROLES 

CONTROL 	 IL-C 	 1L•8 	 TNV-u 	TCV-T 	%CLC 

YLII O O .,3!. o o 

MDE 0 0.78 O 4 2 0 0.0d ND 

MEZ O 0.15 U . 41 1.54 4.3 

GDM O 1.G9 0,5.1 

o 

0.02 ND 

AMM U O O O 2.89 

VNV o 1.3 0.75 O 0.2C ' 4.5 

T 0 U.25 o I) ND 

IRP O 1.38 O O O ND 

HEVG O O O O O ND 

2GN O o O o ND 

lienG. Porcentaje de ainte0in de colágenu, 	dútt.Iminado. 
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VIII. DISCUSION 

Los procesos qui,  inducen tibrosis t:11 ht 1)it,1 y/0 culi los ollan,Js 

internos en pacientes con EGP son desconocidos. La estimulación del 

Si:Al:Mil inmune parece ser parLe de este proceso. 1;(2 ha C(Tmlidd0 qUe 

Lu clase pecull,v de moléculas, las citocinas, :1011 capaces (le 

modiEicar varias Lunciones intrínsecas del fftwohlasto y con ello 

contribuir a las alteraciones 011 la fibrogenesis propias de esta 

enfermedad. Las citocinas implicadas hasta la Lecha son: la IL-Ig, 

1L-4, 1L-6, TGE-E, TNE-cy y el 1[N--y, algunas producidas por el 

mismo fibroblasto. Además, la contribución del fibroblasto y de 

otras células en la proliferación de la. MEC, para explicar los 

fenómenos fibrosantes ha sido Loco de mucho interes e investigación. 

En varios estudios, se ha observado que no siempre hay una buena 

correlación entre el número de células inflamatorias presentes en los 

tejidos de los pacientes con EGP y el grado de fibrosis (114). En la 

actualidad, se desconocen. aün los procesos que perpetúan la fi.brosis 

en algunos pacientes, y se especula que los libroblastos producen 

constantemente citocinas proinflamatorias y quimioatrayentes que 

mantienen la reacción inflamatoria o Librotica y así perpetúan un 

transtorno de la regulación inmune. 

En el presente estudio se demostró que los fibroblastos de 

pacientes con EGP de larga evolución, por sí mismos, son capaces de 

expresar los genes de la IL-ig, IL-6, 1L-8, TNIY-ce y del. TGE-6. 

Además, se demostró una expresión aumentada del gen de la IL-6 en los 
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libroblaslos de pacientes con EGP de larga evolncion compniados 

los sujetos controles (y.u.01)). 

La 1L-6 es Un lacto/ soluble secretado por las cetulas d-1 

sistema inmune y del mesenquima, producida principalmente por 

lintocilos, queratinocitos y fibroblastos Y metabolizada yo/ 

fibroblastos de la piel (4). Fegnali y colaboiadoces (5), mediante 

bioensayo y radioinmunoensayo, demostlarmi que lou libroblastos 

obtenidos de piel atectada de pacientes con EGP producen 

conoldtut.I.vaient.e gcau cantidad de ]I,'6/ Un Liad.° , la 	110 uu 

encontraba elevada en el suero de esos pacientes. Estos autores 

indican eue los fibroblastos cultivados de la lesión de pacientes con 

EGP están fisiológicamente activados por estímulos exógenos in vivo. 

Así, continúan produciendo en los cultivos, sin estitnulación, grandes 

cantidades de IL-6. Ellos sugieren que los flbroblástos en pacientes 

con EGP pueden permanecer activados en la lesión, manteniendo la 

producción de la IL-6 y perpetuando sus electos locales. En 

contraste, Bruns y colaboradores (124), mediante ELISA, no detectaron 

un incremento en la producción de la IL-6 en cultivo de fibroblastos 

de pacientes con EGP comparados con los sujetos normales. La 

diferencia de estos dos trabajos posiblemente se deba a la diferente 

sensibilidad de la metodología utilizada. 	La sobreexpresión 

constitutiva de 1a IL-6, en ausencia de estímulo exógeno;  puede 

representar una característica intrínseca de tibroblastos de 

pacientes con EGP, que quizá influye en el curso de la enfermedad. 

Además, la habilidad de los fibroblastos de producir la IL-6 puede 

explicar los mecanismos de activación polícional de los linfocitos 
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U y la hipeigammaglobuliuemia observada frecuentemente 

pacientes. La produccion aumentada de la 1L-6 puede lamoieu 

relacionada con |a activación geueralizada de Los linfocitos T 	COH 

la activación previa del fibroblasto poi' acción aurocrina lo vivo. 

Uu 	este 	sentido, 	DUHCan 
	

c..u.1d1)()L.,1(1(.)11:1„; 	( 1 .2.5) 	kit !int);_3( ,t1 un 	]a  

producción de colagena pot LiblüblaLuG nvrxw1ea estimulados Cull .H,-6 

recomblnante. 

A la luz de nuestros hallazgos es posible que la lb-6 sea la 

citocina que induzca la síntesis de colágena en forma autócrina por 

parte de fibroblasLos de pacientes con EGP de larga evolución, 

En lo que respecta a la IL-8, ésta es una citocina producida por 

una variedad de celulas, tales como los libroblastos, células 

epiteliales y endoteliales (67). Koch y colaboradores (126) 

demostraron la expresión elevada de la IL-B en el endotelio de 

pacientes con EGP. Por otro lado, Silver (127) observó un incremento 

de la IL-8 en el lavado bronquial de pacientes con EGP. Especula que 

los fibroblastos del pulmón estarían contribuyendo a lo producción 

aumentada. 

Por nuestra parte, demostramos que la expresión del gen de la 

IL-8 por los fibroblastos de pacientes con EGP es significativamente 

mayor (p,z0.06) que en los sujetos controles. Es posible que la IL-8 

este actuando como un factor quimioLáctico para los mismos 

fibroblastos y otras células y que contribuya así al mantenimiento 

de la respuesta inflamatoria y fibrótica en la lesión. Por otro lado, 

la IL-8 podría estar involucrada en los mecanismos de adhesión 
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celular, tavoreciendo la presencia de Lintocitos 1' y otras células 

ún el toco de lesión. 

Por ello es razonable proponer que esta eitocina, juntó con LA 11,- o, 

estan implicadas en el mantenimiento de la aetivacion, progresión 

tibrosis observados en esta patologia. 

En el presente Urabajo demostramos que los librohlastos de dos 

pacientes con EGP expresan niveles bajos del TNE-cl. Esto podría 

contribuir en forma autócrina a la siniesis de proteínas de la NEC 

(31) y como el ThIP-u está implicado en la migración y wilmiotaxis de 

los mismos fibroblasLos y de otras células, estaría manteniendo la 

alteración de la regulación del sistema inmune que se observa en esta 

enfermedad. Estos resultados deben ser confirmados debido a la 

expresión baja de este factor y a los datos contradictorios 

atribuidos al TNF-ia. Así, la evidencia se dirige a que el TNE-cc 

disminuye la producción de colágenas tipo I y III e incrementa la 

producción de colagenasa (21,33,128,129), pero también hay reportes 

que indican que contribuiría a la producción de proteínas de la MEC 

(21). Koch y colaboradores (126), demostraron mediante 

inmunohistoquímica, que la reactividad del TNF-a fue más intensa en 

el estrato granuloso de pacientes con EGP que en los controles. Por 

otro lado, Silver (127) demostró que el TNF-u, junto con otras 

citocinas proinflamatorias, se encontraba elevado en el fluido del 

lavado bronquial de pacientes con EGP; esto indicaría que los 

fibroblastos residentes en el pulmón con el fenotipd y actividad 

biológica alterados, podrían contribuir a los niveles elevados de 

estas citocinas. 
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El TGF-E CG un importonie eGtimulo pora id UrjniiCl'ipC1011 de 

ciertos genes de lo MEC, partieulaimente colagena y tibroueciino. Hl 

1GF-4.; ha sido ilildixiado en la generación de la patología de la piel 

y de fibrosis en los orgailos internos observados en la HGP 

(39,130,1131), Ademas, Gü conoce que las celuias intiamotorios, 

cuales s2 han demostrado en glandeG cantidades eu la: lesiones 

tempranas de la enfermedad, pueden liberar el TGV E noria su 

croambiente. A pesar de estas evi dt.HincidG 	 o 

búsqueda del ARNm del TGH-E en biopsiaG de pacientes con HGP, u bien 

de la proteína madura, han mostrado resultados inconsistenues. 

PelLonen y colaboradores (91), mediante hibridación in situ, no 

encontraron elevación en el ARNm de TGV-M en biopsias de cinco 

pacientes con EGP de corta evolución 	1 ano). Higley y 

colaboradores (36) demostraron que loG pacientes con escierodermia 

cutánea difusa activa tenían mínimas cantidades del TGF-5 y 

cantidades significativas de procolágena tipo I en biopsias de piel. 

Vflorio y colaboradores (86) reportaron que los niveles de ARNm de 

TGP-451 en piel afectada de pacientes con EGP se encontraban 

disminuidos. Needleman y colaboradores (90) demostraron por primera 

vez que los fibroblastos humanos, por sí mismos son capaces de 

producir TGP-5, pero no encontraron dfterencias entre las cantidades 

producidas por los Libroblastos normales y los fibroblastos de EGP. 

McWhirter y colaboradores (132), mediante bíoensayo, encontraron que 

los fibroblastos de pacientes con EGP no se caracterizaban por la 

síntesis elevada del TGP-£). Cu contraste, Gruschitz y colaboradores 

(133) encontraron niveles elevados de ARNm e inmunorreactividad del 
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1W-W y del 1GV-E2 iJii los focos intl-~itoriós per:i.vasuiaLes, asi 

como Lana) .i. en en 1 d 1•12 i de rtiii n y quü.., ra t. i noc 1 tos 101 .i en 1 a r es de 1.) i ops .i as 

de pacientes con EC;1,  de colIa evolnciOn. Kuluzik y colabolad~i 

(110) tambiéu encontrarii nivelen elevados de AkIlm de WW-1,, asi como 

Lambien de procolagena tipo 1 en las puwijinidades de los irdiltrados 

inflamatorios de biopsias de piel de EGP, mediante hibridación in 

sitn. Sfikakis y colaboradores (95) reportaron que el TGV-4:, se 

expresaba intensamenLe en la matriz extracelular de biopsias de piel 

afectada obtenidas de pacientes con HOP. Además, el. TCF-B puede estar 

implicado en la síntesis de col'ena en tases tempranas de la 

enfermedad (36,37,107), 

En el presente estudio no se encontró diferencia significativa 

en lo expresión del gen del TC1P-f:› por libroblanton de piel afectada 

de pacientes con EGP de larga evolución (:, de 4 años) comparados con 

los sujetos controles. PoGiblemente, la presencia del TGF-1-.. al inicio 

do los síntomas de la enfermedad o al inicio de la fibrosis indica 

que este factor da crecimiento participa predominantemente en las 

fases tempranas de la enfermedad (75), lo cual no parece ocurrir en 

las fases tardías con lo perpetuación de la fibrosis, como indican 

nuestros datos, obtenidos de pacientes con larga duración de la 

enfermedad. 

Kawaguchi (3) demostró que los fibroblasLos de pacientes con EGP 

de corta evolución (12 pacientes con menos de 1 año y un paciente con 

5 años de evolución) expresaban constitutivamente los genes de la II,-

1 alfa e 1L-1£, pero estos fibroblastos no fueron capaces de producir 

la proteína madura de la IL-1B, la cual no se detectó en los 
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i:01).1 ¿1:31013 de lns pacientes 	1;;(11). H.1 mi Link, ‹lut 	( 	) 	 d 

Id expresión aumentada del receptor de la 	en fibroblasios (1(. 

pacientes CCM EGP, poi lo que, posiblemente, la H, la actuaría 

también en rOfMd autocrina. Nusottos solo demostramos iu expvesion 

de la lb-lg en un paciente con CFE:lT, lo que avalaria el papel poco 

relevante de la 1L-I& en los cambios locales observados en esta 

enfermedad. Posiblemente, la IL-Ig no actua en forma autócrina en 

esta fase. Otras celulas, atraídas por citocinas producidas por el 

fibroblasto, son Las que secretan la IL -1g, y esLa o su vez ejerce 

sus acciones en forma paracrina. 

En trabajos iniciales se ha demostrado que varias Qilocinas (1L. 

1, TM.?-o, TGF-M, PDGF) influyen en la producción de colágena (24); 

el TGF-g ha demostrado ser el principal agente fibrogénico. Nuestros 

dalos sugieren que el TGF-B no esta implicado en la producción de 

colágena, por lo menos en pacientes de larga evolución. En ellos, la 

IL -6 es la principal responsable de la producción de colagena. 

Los fibroblastos de pacientes con esclerodermia producen 

cantidades excesivas de colágenas tipo 1, III, VT y VII (39,92,135). 

Diferentes líneas de investigación sugieren que estas proteínas 3011 

sintetizadas por subpoblaciones de fibroblastos (135), que GUlt 

expandidas a través de la exposición de ellocinas, ya sean autócrInas 

como el caso de la 1L-6 y la 1L-8, o parácrinas como el caso de la 

IL-l8 y, posiblemente, el TNE-e. En estudios previos, varios autores 
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han demostrado elevacion concomitante de los nivoleG do AkHm de 

procolágenas tipo 1. y III, (dotetminadós ya Gea por Northern o dot 

blot hibridación o por sondas de Alible especifico) con la biosíntesis 

aumentada de colagena de fibroblastos de pacientes con EGP. Nuestros 

datos confirman que la sinlesis de colagena en monocapa de cultivo, 

por 	pacCe de 1 	ibrobl t os de p*oiexcex con 	p de \arya  

evolucion, es significativamente mayor que en los sujetos controles 

lw0.028). 

Por último, encontramos correlación de la producción de colagena 

por los fibrobistos de pacientes con EUP con la expresión aumentada 

de los genes de IL-6 e IL-8 	. Así, la 11,-6 estaría jugando un 

papel muy importante eu la síntesis de colágena por los fibroblastos 

de pacientes con EGP de larga evolución. Mientras que la 1L-8 estaría 

atrayendo a diferentes células productoras de citocinas para actuar 

en forma paracrina y, asimismo, favorecería los mecanismos de 

adhesión celular, dando como resultado una regulación inmune local 

alterada. 
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IX . CONCLUSIONES 

1.- Los 	ivos 1 Libroblastus de pacjenues CCM e:nc[euunis 

generalizada de laLga evoiución (:..1 anon) e.xprenan k'odnuitnuivamedt.e 

los yenes de la 1L-16, 1h h, 1L-8, TNV•&r y de] TUF-6,mieni as que 

los sujetos coduculen expresad lun genes de 11, (:), 1 lO , 141?-1.1,  y 'IUI" 

6. 

2.- La expresión de los genes de IL-6 y de lL-8 en cultivos de 

f Ujj:oblast os de pacientes con esclerosis genetalizada de larga 

evolución fue signiticativamente mayor que en los sujetos controles 

p,,0.05, respectivamente). 

3. No se detectó la expresión de los yenes de la IL-2, IL-4, IL-10, 

1L-13 y de IFN-y. 

4.- La síntesis de culágena por los cultivos de fibroblastos de 

pacientes con EGP de larga evolución fue sign.ificativamente mayor que 

en los controles (p.0.028). 

5 	Nuestros datos sugieren, que en la fase tardía de la EGP, la 

expresión del gen de la IL-6 podría jugar un papel importante en la 

producción de colagena. 

6.- La cantidad de ADN total en los cultivos de tibroblastos fue 

similar en ambos grupos. 
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producción de cola(:ióna 

8.- La expresión cousUiLutiva aumenuada de los genes de la 14,-() y de 

la IL-8 puede jugar un papel Importante en la perpetuacion del 

transturno de regulación inmune local, la aculyacton de los 

Libroblaslos y el manLenimiento de la lesión en estos pacienLes. 
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